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RESUMEN

Con el objetivo de estudiar el efecto
de la infeccién experimental de
Trypanosoma vivax sobre la calidad
seminal y la estructura histolégica
testicular de carneros mestizos West
African, se emplearon diez carneros de
18 meses de edad y peso promedio de
36,1 %1 kg. Seis de ellos fueron escogidos
al azar e mnoculados por via endovenosa
con 10° Trypanosoma vivax y el resto
fueron asignados como grupo control. La
motilidad masal e individual, la viabilidad
y el porcentaje de atipias, fueron medidos
una vez al mes, un mes antes de la
inoculacién y durante cuatro meses
después de la misma. Al finalizar el
ensayo, se llevaron a cabo estudios
histopatolégicos de los testiculos de los
carneros, de ambos grupos, para comparar
los dafios causados por la infeccién con
Trypanosoma vivax en los tibulos
seminiferos y tejido intersticial. Los datos

ABSTRACT

To study the effect of experimental
infection of Trypanosoma vivax on
seminal quality and testicular
histopathology in crossbred West African
rams ten 18 month-old rams, weighing
36.1%1 kg, and with a good body
condition score were used. Six animals
chosen randomly were inoculated with
10% Trypanosoma vivax, by intravenous
route. The rest of the animals was the
control group. Sperm mass and individual
motility, viability and percentage of
abnormal sperms were measured monthly,
one month before inoculation, and four
times following inoculation. Testicular
histopathology of both groups was carried
out to compare damage in seminiferous
tubules, and interstitial tissue caused by
pranosoma vivax at the end of the assay.
Data were analyzed by nonparametric

methods. Differences (P<0,01) between

groups for mass and individual motility,
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de la calidad seminal fueron analizados
por métodos no paramétricos,
encontrandose diferencias (P<0,01)
entre ambos grupos para motilidad masal
e individual, viabilidad y porcentaje de
atipias. LLos hallazgos histopatolégicos
revelaron dafios extensos en el tejido
intersticial y tdbulos seminiferos en los
carneros inoculados. Los resultados
demostraron que los carneros de pelo
pueden desarrollar infertilidad debido al
deterioro del tejido testicular y de la calidad
seminal, producto de la infeccién por
Irypanosoma vivax.

(Palabras clave: Carnero, razas
(animales), West African, Trypanosoma
vivax, semen, infeccién experimental,
testiculos)

INTRODUCCION

El impacto negativo que tiene el
Trypanosoma vivax sobre la actividad
reproductiva de rumiantes machos y
hembras, ha sido estudiado por diversos
autores (Agu et al., 1986; Sekoni,
1992a,b; 1994; Gonzalez, et al., 1996;
Gonzalez y Espinosa, 1997). Los cuadros
de infertiidad producidos por este parasito,
han tenido un significativo impacto sobre
la productividad de los rebafios en areas
donde la enfermedad es endémica. Se ha
demostrado que en la especie ovina, el T.
vivax produce alteraciones de la funcién
testicular (Anosa e Isoun, 1980), por
diversos mecanismos, tales como: (a) una
disminucién en la sintesis y/o liberacién de
la hormona estimuladora de las células de
intersticiales (ICSH) (Mutayoba et al.,
1997), (b) disminucién en la calidad del
semen en términos de volumen,
concentracién, viabilidad, motilidad
individual y porcentaje de atipias
espermaticas (Sekoni, 1992a,b); y (¢)
signos de atrofia testicular caracterizados por
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viability and percentage of abnormal
sperm were found. The histopathological
study demonstrated extensive damage of
interstitial tissue and seminiferous tubules
in inoculated rams. The results
demonstrated that tropical hair rams
infected with Trypanosoma vivax may
develop infertility due to deterioration of
testicular tissue and seminal quality.

(Key words: Ram, breeds (animals),
West Africans, Trypanosoma vivax,
semen, experimental infection, testes)

degeneracién testicular, calcificacién de las
células germinales, degeneracién
fibroblastica e infiltracién de células
linforeticulares en el area intersticial (Isoun
y Anosa, 1974; Anosa e Isoun, 1980;
Sekoni, 1994). Sin embargo, existe poca
informacién acerca del efecto que produce
el T. vivax sobre la calidad seminal y la
estructura histolégica del testiculo en ovinos
tropicales de pelo en paises de América
Latina. El objetivo del presente trabajo fue
estudiar el efecto de la infeccién experimental
de T. vivax sobre la calidad seminal y la
integridad del tejido testicular en carneros
tropicales de pelo.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se llevé a cabo desde Octubre
de 1999 hasta Febrero de 2000, en las
instalaciones de la Catedra de Parasitologia
y en la Unidad Experimental de
Produccién Caprina de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad
Central de Venezuela, localizada en la parte

Norte y Central de Venezuela a 10°20’
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latitud Norte, 67°38’ longitud Oeste y a
una altitud de 452 metros sobre el nivel del
mar. El promedio de temperatura, humedad
relativa y precipitaciones fueron de 25° C,
70 % y 700 mm, respectivamente.

Diez carneros mestizos de la raza West
African con una edad de 18 meses, peso
corporal de 36,1 = | kg y libres de
hemoparasitos, fueron asignados al azar en
los siguientes grupos: un grupo experimental
(n = 6), donde cada animal fue inoculado
(por I.V. en la vena yugular) con 10°
parasitos de un aislado local de T vivax,
obtenido de un bovino y previamente crio-
preservado en una solucién de dimetil-
sulféxido al 10% en nitrégeno liquido a —
196 °C; y un grupo control (n=4), no
mnoculado. Los grupos fueron separados y
confinados en corrales de 9 m?, equipados
con una malla metélica para prevenir la
entrada de insectos que pudieran actuar
como vectores. Todos los animales fueron
alimentados con 500 g de un alimento
concentrado comercial (11% proteina
cruda), agua y forraje en forma de heno
(Cynodon dactylon) suministrado ad
libitum.

El grado de parasitemia de los
animales infectados, se evalué diariamente
durante las primeras cinco semanas y
posteriormente una vez a la semana hasta
los cuatro meses después de la
inoculacién. Esta variable fue medida
usando la técnica parasitolégica reportada
por Murray et al. (1977) y Paris et al.
(1982). Asimismo, se realizé un registro
diario de la temperatura corporal y otros
signos clinicos en ambos grupos
experimentales.

Las muestras de semen, obtenidas por
electroeyaculacién, fueron evaluadas para
determinar la calidad seminal en términos
de motilidad masal (MM): escala del 1
al 4, motilidad individual (IMI), porcentaje
de atipias (AT) empleando bromofenol

azul y porcentaje de espermatozoides
vivos o viabilidad (VI), usando azul tripan.

Todos los animales fueron castrados
en la dltima semana del experimento. Los
testiculos fueron cortados
longitudinalmente en dos partes y cada
una de estas fue dividida en tres partes:
superior, media e inferior. Posteriormente,
estas fueron fijadas en solucién de Bouin
y luego embebidas en parafina, para
realizar los respectivos cortes histolégicos.
Todos los cortes fueron coloreados con
hematoxilina-eosina y algunas con
tricrémico de Gallego. LLas muestras de
tejido fueron observadas y fotografiadas
(Kodak Gold® - ASA 100) en un
microscépio de luz con camara
incorporada (Carl Zeiss®; modelo D-

7082) con un aumento de 125 y 200X.

Andalisis Estadfistico
Los datos obtenidos para evaluar la
calidad de semen, fueron analizados por

métodos no paramétricos (Kruskall-
Wallis) usando el Sistema de Analisis

Estadisticos SAS (1989). Dichos

analisis y resultados fueron reportados por

Contreras et al., (2001).
RESULTADOS

El grupo infectado desarrollé los
signos clasicos de la enfermedad,
coincidiendo con aquellos reportados por
Suarez (2000) y Mavare (2000),
observandose un periodo de incubacién
de 7 a 14 dias. La enfermedad se inicié
con una fase aguda, caracterizada por una
parasitemia ondulante, que luego fue
seguida por un periodo sub-agudo,
caracterizado por una disminucién en el
grado de parasitemia y pocos cambios en
la cuenta leucocitaria. Finalmente hubo
una tercera fase, en la cual los animales
entraron en un cuadro crénico, con valores

103



Efecto de la tripanosomiasis sobre la reproduccién en carneros/Soto et al.

hematolégicos similares a los presentados
antes de la infeccién. Los principales
signos clinicos observados en las tres
fases fueron: hipertermia intermitente,
ictericia, aumento de volumen de los
nédulos linfaticos superficiales (inguinales
y supraescapulares), edema sub-
mandibular, disminucién de la condicién
corporal, orquitis y epididimitis. Es
importante sefialar que la orquitis y la
epididimitis se presentaron durante la fase
sub-aguda de la enfermedad, en el carnero
| alos 36 dias y en el carnero 6 a los 75
dias, post-infeccién. El carnero 1 presenté
una orquitis mas severa (con pirexia, dolor,
rubor y edema durante 31 dias), que el
carnero 6. Finalmente, ambos carneros
sufrieron un cuadro de atrofia testicular
luego del cuadro de orquitis.

Todos los animales presentaron
caracteristicas seminales adecuadas antes
de la 1noculacién experimental,
especificamente en relacién a los parametros:
motilidad masal e individual y porcentaje
de espermatozoides anormales y vivos.
Luego de la inoculacién, estos parametros
fueron alterados de forma negativa en los
carneros del grupo infectado (ver primera
parte del estudio en Contreras et al.,
2001).

En el examen fisico y en el estudio
macroscc’)pico, los testiculos demostraron
ser mas flacidos a la palpacién en los
animales del grupo infectado que en los
del grupo control. La mayoria de los
animales de este grupo (4/6) presentaron
areas alopécicas en el escroto. El carnero
| (grupo infectado) desarroll6 una atrofia
testicular bilateral y una fibrosis, la cual
se evidencié cuando se llevé a cabo la
orquidectomia. Asimismo, se observé una
marcada fibrosis y palidez del mediastino
testicular, en todos los animales infectados.

En contraste con lo obtenido en el
grupo control, donde los tdbulos
seminiferos y el tejido intersticial se
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encontraron normales (Figura 1), los
animales infectados presentaron atrofia de
los tibulos seminiferos con erosién del
epitelio germinal en varios grados de
intensidad. Algunos animales (2/6)
mostraron una degeneracién testicular
moderada, observiandose degeneracién
del epitelio germinal con dos a tres capas
celulares (Figura 2), mientras otros dos
animales (carneros | y 6), presentaron una
marcada degeneracién testicular con dos
capas de células, representadas por
espermatogonias y células de Sértoli,
evidenciandose en esta tltima linea
celular, una vacuolizacién citoplasmatica
(Figura 3). El animal 7 (grupo infectado),
manifesté una ligera degeneracién del
epitelio germinal, con zonas de actividad
espermatogénica normal en la mayoria de
los tdbulos seminiferos; algunos tibulos
se observaron azospérmicos y con
espermacitogénesis deprimida. En el
estrato celular se evidencié picnosis y
descamacién epitelial en algunos tibulos
atréficos; en un animal (nimero 10), se
evidenci6 estasis espermatica con necrosis
tubular y calcificacién distréfica. En todos
los animales infectados la mayoria de los
tibulos seminiferos presentaron pocas
espermatides, lo cual indica una disminucién
de la capacidad espermatogénica.

"Todos los animales infectados mostraron
un espacio intersticial engrosado, con
moderada a marcada fibroplasia e
infiltracién mononuclear constituida por
macréfagos y plasmocitos. La infiltracién
mononuclear fue evidente alrededor de los
espacios sub-capsular e intracapsular de
los vasos, produciendo una reduccién en
el grosor de los mismos (Figura 3). Otros
hallazgos histopatolégicos a nivel vascular
fueron la congestién y la hialinizacién de
las arteriolas, neoformacién capilar a nivel
intersticial, trombos de fibrina y estasis
linfatica. Cabe destacar que el carnero 6
del grupo infectado, presenté una
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Figura 1. Micrografia del tejido testicular de un
carnero del grupo control (no infectado con T. vivax).
Obsérvese los tibulos seminiferos (cuadrado) y el
espacio intersticial (cfrculo) de aspecto normales.
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Figura 2. Micrografia del tejido testicular de un
carnero infectado con 7T. vivax, con moderada
degeneracion testicular. Obsérvese el infiltrado
mononuclear (circulo) en el espacio intersticial y la
degeneracién moderada a nivel de los tibulos

seminiferos (cuadrado). Tricrémico de Gallego 125X

Figura 3. Micrografia del tejido testicular de un carnero
infectado con T. vivax, con infiltrado de las células
mononucleares (circulo) en la regién intersticial y
especialmente alrededor de los vasos (punta de flecha).
Noétese igualmente la fibroplasia (cuadrado) a nivel
intersticial y la vacuolizacién (asterisco) de las células de

Sértoli. Tricrémico de Gallego 125X

fibroplasia moderada asi como también
una infiltracién mononuclear moderada
(principalmente plasmocitos y linfocitos)
a nivel de la re tetestis.

DiscUSION
Los resultados del presente estudio
revelaron que el T vivax produce un efecto

adverso en la calidad seminal de los
carneros, afectando: la motilidad masal,
la motilidad individual, la viabilidad y
el porcentaje de atipias, coincidiendo
con lo encontrado en ovinos y caprinos
(Isoun y Anosa, 1974; Agu et al.,
1986; Sekoni, 1992a,b; 1994) y bovinos
(De Stefano et al., 1999). Sin embargo,
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la motilidad masal, la cual no fué
considerada por los investigadores
anteriormente citados, fue incluida en el
presente estudio (ver la primera parte del
estudio en Contreras et al., 2001), ya
que esta variable depende tanto de la
concentracién de espermatozoides como
del porcentaje y velocidad de
espermatozoides que se mueven de forma
progresiva (Barth, 1997). El efecto
adverso del 1. vivax sobre la calidad del
semen puede ser consecuencia de varios
eventos producidos, tales como: una
reduccién en la secrecién de LH, debido
al dafo y la disfuncién a nivel hipofisiario
y una disminucién de la respuesta a esta
hormona por parte de las células
intersticiales de Leydig, lo cual trae como
consecuencia una caida de la capacidad
esteroidogénica de estas ultimas,
especialmente durante los periodos
febriles y estados de hipoxia (Masake,

1980; Sekoni, 1994; Igbokwe, 1994;
Mutayoba et al., 1997; De Stefano et al.,
2000). Otro factor que contribuye a la baja
calidad del semen es la muerte celular
debido al dafo por: edema escrotal,
periorquitis granulomatosa no supurativa,
atrofia, calcificacién y esclerosis (Isoun y

Anosa, 1974; Ikede, 1979; Anosa e Isoun,
1980).

Las lesiones macroscépicas y
microscépicas encontradas en el presente
estudio, corresponden con aquellas
encontradas por algunos autores quienes
han trabajado con varias especies de
tripanosomas africanos (1. vivax, y T.
brucer) tanto en animales domésticos
como de laboratorio. En este sentido,
Isoun y Anosa (1974), sefalaron una
atrofia testicular severa en carneros y
machos cabrios infectados
experimentalmente con 1. vivax, mientras
que Anosa y Kaneko (1984), reportaron
la presencia de una atrofia testicular
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progresiva en ratones infectados con T.
brucer.

La alopecia hallada en el escroto de
los animales del grupo infectado, coincide
con los hallazgos reportados en ovinos y
caprinos infectados por 1. vivax y en
cobayos y conejos infectados con 7.
brucer (Ikede y Akpavie, 1982; Omeke
y Onuora, 1992). Probablemente, ésta
sea debida a un mecanismo individual o
local de defensa, para reducir el cuadro
de hipertermia a nivel de la superficie
escrotal (Isoun y Anosa, 1974; Anosa e
Isoun, 1980).

Los hallazgos microscépicos
concuerdan con los reportados por Isoun
y Anosa (1974) y Anosa e Isoun
(1980), en carneros y machos cabrios
infectados con T. vivax. Estos autores
establecieron tres tipos de alteraciones a
nivel de los tibulos seminiferos: (a) ligera
degeneracién con reduccién del epitelio
germinal, (b) degeneracién moderada del
epitelio seminifero, el cual esta constituido
por dos o tres capas celulares
(principalmente espermatogonias,
espermatocitos y células de Sértoli) y (c)
degeneracién severa con reduccién del
epitelio germinal a una sola capa celular
(principalmente espermatogonias y células
de Sértoli).

El mecanismo por el cual el 1. vivax
produce lesiones degenerativas a nivel del
testiculo esta relacionado con la elevada
actividad metabélica y tasa de biosintesis
de este 6rgano, lo cual estd intimamente
relacionado con la produccién de millones
de espermatozoides por dia, que lo hace
muy sensible a estos dafios. Otros factores
que pueden estar relacionados con la
degeneracién testicular fueron los cambios
de temperatura, especialmente asociados
con la hipertermia y picos de parasitemia
(Isoun y Anosa, 1974; Anosa e Isoun,
1980) y la obstruccién vascular, causada
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por la formacién de trombos de fibrina con
la consecuente necrosis del tejido testicular
(Anosa e Isoun, 1980). En el presente
estudio, se observaron trombos de fibrina
en los vasos testiculares y en el carnero 10
fue hallada una necrosis de los tibulos
seminiferos presentandose una estasis
espermatica.

La picnosis y descamacién del estrato
celular medio de los tibulos hipoplasicos,
coinciden con los resultados obtenidos por
Anosa e Isoun (1980), en infecciones
experimentales de pequefios rumiantes con
T vivax, quienes reportaron la presencia de
una defoliacién del epitelio germinal de los
tibulos seminiferos en machos cabrios con
presencia de células picnéticas o
cariorréxicas y de células gigantes.

Con respecto a la degeneracién
producto de los episodios de hipertermia,
las espermatogonias fueron menos afectadas
que los espermatocitos, espermatidas y
espermatozoides, siendo éstos mas
vulnerables. Estos resultados coinciden con
los sefialados por Anosa e Isoun (1980),
en pequefos rumiantes infectados con 7.
vivax y con Anosa y Kaneko (1984) en
ratones experimentalmente infectados con
T. brucel.

El aumento del area intertubular,
caracterizado por un moderado a alto grado
de fibroplasia e infiltrado mononuclear
(principalmente linfocitos, plasmocitos y
macréfagos), fueron hallados en el grupo
experimental, coincidiendo con lo reportado
por Isouny Anosa (1974) y Anosa e Isoun
(1980), en ovinos y caprinos infectados con
T. vivax; lkede (1979), en ovinos infectados
con 1. brucer; Masake (1980) en bovinos
infectados con T vivaxy por Ikede y Akpavie
(1982), Anosa y Kaneko (1984) y Omeke y
Onuora (1992), en roedores infectados con
T. brucer'y 1. congolense.

En el presente estudio, el T vivax tuvo
una fuerte afinidad por el plasma y el lumen

de los vasos sanguineos, pero no fue
observado en el espacio intertubular. Este
hallazgo coincide con lo reportado en
carneros infectados con 1. vivax (Isoun y
Anosa, 1974; Anosa e Isoun, 1980); sin
embargo, existen otros estudios donde los
tripanosomas fueron observados en el tejido
intersticial en asociacién con células
inflamatorias (Losos e lkede, 1972;
Masake, 1980).

Debido a la limitada distribucién del
T. vivax a nivel vascular, no esta claro como
la infeccién produce un extenso dafio del
epitelio germinal de los tibulos seminiferos
en los animales infectados. Sin embargo, es
posible que el dafo del epitelio germinal
observado en el presente trabajo, sea el
resultado de la accién de toxinas liberadas
localmente por el parasito, tales como:
hemolisinas, factores inflamatorios y de
permeabilidad, factores activadores del
complemento, factores inmunosupresores
y productos liberados por tripanosomas
muertos, a pesar que tales determinaciones
no se contemplaron en este estudio.
Igualmente, la reaccién inmunolégica
inducida durante la parasitemia pudiera
contribuir a desarrollar una reaccién de
hipersensibilidad y dafio celular
(Igbokwe, 1994) que puede afectar
negativamente la produccién de
espermatozoides. Finalmente, otro posible
factor involucrado en el dafno de la
infeccién del tripanosoma desde el lecho
vascular, es la presencia de trombos en
estos vasos (producto de dafio endotelial
por parte del parasito), los cuales producen
obstruccién y en consecuencia necrosis del
tejido testicular (Isoun, 1975).

CONCLUSIONES

La infeccién experimental de 1. vivax
en carneros tropicales de pelo, produjo
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disfuncién de la actividad testicular,
evidenciado por cambios en la calidad
seminal, los cuales son el resultado de las
alteraciones estructurales de los tdbulos
seminiferos y tejido intersticial. Cabe
mencionar, que estos cambios pueden
producirse en animales crénicamente
infectados, los cuales pueden convertirse en
portadores aparentemente normales,
pudiéndose afectar la eficiencia reproductiva
de los rebanos, si estos animales son
empleados como reproductores en los
mismos.
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